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(5) Verfahren und Vorrichtungen zurdirekten Bestimmung des Cyclase-hemmenden Parathormons 
(57) Die vorliegende Erfiridung betrifft neue Verfahren und 

Vorrichtungen zur direkten Bestimmung der Anwesenheit 

oder der Menge des Cyclase-hemmenden Parathormons, 

das in einer klinischen Probe vorhanden tst. Derartige Be- 

stimmungen sind niitzlich, urn parathyreoidale Erkran- 

kungen wie Hyperparathyroidismus vom Normalzustand 

oder dem Zustand des Nichterkranktseins zu unterschei- 

den. Der Zielanalyt ist ein groftes, unvollstandiges Parat- 

hormon-Peptidfragment, das als Cyclase-aktivierender 

Parathormon-Antagonist fungieren kann. 
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Beschreibung 
Technisches Gebiet 

5 [0001] Die vorliegcnde Erfindung belrifft neue Verfahren und Vorrichlungen zur direkten Bestimmung der Anwesen- 
heii oder der Menge des Cyclase-hemmenden Parathormons, das in einer klinischen Probe vorhanden ist. Derartige Be- 
stimmungen sind ntitzlich, um Erkrankungen der Nebenschilddriisen wie Hyperparathyroidismus vom Normalzustand 
oder dem Zustand des Nichterkranktseins zu unterscheiden. Der Zielanalyt ist ein groBes unvollstandiges Parathormon- 
Pepudfragment, das als Cyclase-aktivierender Parathormon-Antagonist fungieren kann. 

10 

Hintergrund des Fachgebiets 

[0002] Calcium spielt eine unverzichtbare Rolle bei der Zellpermeabilitat, bei der Knochen- und Zahnbildung, der 
Blutgerinnung, der Ubertragung von Nervenimpulsen und der normalen Muskelkontraktion. Die Konzentraiion der Cal- 
ls ciumionen im Blut wird zusammen mil Calcitrol und Calcitonin hauptsachlich durch das Parathormon (PTH) reguliert. 
Obwohl die Calciumaufnahme und die -abgabe variieren konnen, dient PTH durch einen Feedback-Mechanismus dazu, 
eine gleichmaBige Calciumkonzentration in den Zellen und den umgebenden Flussigkeiten aufrechtzuerhalten. Wenn das 
Calcium im Serum abnimmt, sekretieren die Nebenschilddriisen PTH, wobei die Freisetzung von gespeichertem Cal- 
cium beeinflusst wird. Wenn das Calcium im Serum zunimmt, wird die Freisetzung von gespeichertem Calcium durch 
20 eine emiedrigte Sekretion verzdgert. 

[0003] Die vollslandige Form des menschlichen PTH, manchmal im Fachgebiet als hPTH bezeichnet, aber in der vor- 
liegenden Erfindung entweder als Gesamt-PTH oder CAP bezeichnet, ist ein einzelnes Peptid aus 84 Aminosauren (SEQ 
ID NR. 3), wie in Fig. 1 dargestellt. Forscher haben herausgefunden, dass dieses Peptid einen anabolischen Effekt auf 
Knochen hat, wobei eine Domane fur die Proteinkinase C-Aktivierung (Aminosaurereste 28 bis 34) sowie eine Domane 
25 fur die Adenylatcyclaseaktivierung (Aminosaurereste 1 bis 7) beteiligt sind. Jedoch findet man verschiedene kataboli- 
sche Formen abgespaltener oder fragmentierter PTH-Peptide im Blutkreislauf, die hochstwahrscheinlich durch den in- 
terglandularen oder peripheren Metabolismus erzeugt werden. Beispielsweise kann das vollstandige PTH zwischen den 
Aminosauren 34 und 35 gespalten werden, um ein N-terminales (l-34)-PTH-Fragment und ein C-terminales (35-84)- 
PTH-Fragment zu erzeugen. Genauso kann eine Spaltung zwischen den Aminosauren 36 und 37 oder 37 und 38 erfolgen. 
30 Kurzlich wurde ein groBes PTH-Fragment offenbart, das als "Nicht-(l-84) PTH" bezeichnet wird, das naher am N-ter- 
minalen Ende von PTH abgespalten wird. (Vgl. R. LePage et alia, "A non-(l-84) circulating parathyroid hormone (PTH) 
fragment interferes significandy with intact PTH commercial assay measurements in uremic samples" Clin Chem 
(1998); 44: 805-810). 

[0004] Der klinische Bedarf fur eine genaue Messung von PTH ist gut demonstriert. Der Serum-PTH-Spiegel ist einer 
35 der wichtigsten Indices fur Patienten mit den folgenden Krankheiten: familiare Hypokalziurie; Hyperkalzamie; multiple 
endokrine Neoplasie Typ I und II; Osteoporose; Paget- Krankheit; primarer Hyperparathyroidismus, verursacht durch 
primare Hyperplasie oder durch ein Adenom der Nebenschilddriisen; Pseudohypoparathyroidismus und Nierenversagen, 
das sekundaren Hyperparathyroidismus verursachen kann. 

[0005] PTH spielt bei einem Patienten mit chronischem Nierenversagen eine Rolle im Krankheitsverlauf. Renale 

40 Osteodystrophie (RO) ist eine komplexe Skeletterkrankung, umfassend Osteitis fibrosa cystica (verursacht durch einen 
PTH-Uberschuss), Osteomalazie, die zu einer nicht mineralisierten Knochenmatrix fuhrt (verursacht durch Vitamin D- 
Mangel), extraskelettale Calzifikation/Ossifikaiion (verursacht durch anormalen Calcium- und Phosphonnetabolismus) 
und adynamische Knochenerkrankung (beigetragen durch PTH-Suppression). Patienten mit chronischem Nierenversa- 
gen konnen eine RO entwickeln. Versagende Nieren erhohen das Serum-Phosphat (Hyperphosphoramie) und emiedri- 

45 gen die 1 ,25-Dihydroxyvitamin D ( 1 ,25-D>Produktion durch die Niere. Das erstere fuhrt zu sekundarem Hyperparathy- 
roidismus aufgrund emiedrigter gastrointestinaler Calciumabsorption und Osteitis fibrosa cystica aufgrund des erhohten 
PTH als Reaktion auf einen Anstieg beim Serum-Phosphor. Das letztere verursacht Hypokalzamie und Osteomalazie. 
Mit den Ausbruch des sekundaren Hyperparathyroidismus wird die Nebenschilddruse weniger reakdv auf ihre hormona- 
len Regulatoren aufgrund der emiedrigten Expression seiner Calcium- und Vitamin D-Rezeptoren. Das Serum-Calcium 

50 nimmt ab. RO kann zu digitaier Gangran, Knochenschmerzen, Knochenbriichen und Muskelschwache fiihren. 

[0006] Die Bestimmung von zirkulierenden biologisch aktiven PTH-Spiegeln bei Menschen war bisher eine Heraus- 
forderung. Ein Hauptproblem besteht darin, dass PTH bei niedrigen Spiegeln gefunden wird, normalerweise lOpg/ml 
bis 65 pg/ml. Gekoppelt mit den extrem niedrigen zirkulierenden Spiegeln ist das Problem der Heterogenitat von PTH 
und dessen vielen zirkulierenden Fragmenten. In vielen Fallen wurden die Immuntests durch die zirkulierenden PTH- 

55 Fragmente wesentlich und betrachtlich gestort Beispielsweise weisen einige im Handel erhaldiche PTH-Kits fast 100% 
Kreuzreakti vital mil dem Nichl-(l-84)-PTH-Fragment auf (vgl. den LePage- Artikel). 

[0007] Die PTH-Immuntests variierten iiber die Jahre. Ein friiher Ansatz ist ein doppelter Anukorper-Prazipitationsim- 
muntest, den man im U. S. 4,369,138 bei Arnold W. Lindall et alia, findet. Ein erster Antikorper weist eine hohe Affinitat 
fur ein (65-84)-PTH-Fragment auf. Ein radioaktiv markiertes (65-84>PTH-Peptid wird der Probe mit dem ersten Anti- 
60 korper zugegeben, um mit dem endogenen unmarkierten Peptid zu konkurrieren. Ein zweiter Antikorper wird zugege- 
ben, der an den ersten Antikorper und den radioakdv markierten PTH-Fragment-Komplex bindet, wobei ein Prazipitat 
erzeugt wird. Sowohl das Prazipitat als auch der Uberstand konnen auf radioaktive Aklivitat gemessen werden, und en- 
dogene PTH-Spiegel konnen daraus berechnet werden. 

[0008] Um die Storungen durch das PTH-Fragment zu uberwinden, wurden immunradiomeu-ische zweiseitige Tests 
65 auf intaktes PTH (I-PTH) eingefuhrt, wie der Allegro®Intact PTH-Test vom Nicol's Institute of San Juan Capistrano, Ka- 
lifomien. Bei einer Version bindet ein Fanger- Antikorper spezifisch den C-terminalen Anteil von hPTH, wahrend ein an- 
derer markierter Antikorper den N-terminalen Anteil des gefangenen hPTH bindet. In einem anderen Test wurden zwei 
monoclonale Antikorper verwendet, von denen beide an den N-terminalen Anteil von hPTH gebunden waren. Leider be- 
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stehen die Probleme bei diesen Tests darin, dass sie zwar das vollstandige PTH und un vollstandige PTH-Peptidfragmente 
messen, jedoch nicht zwischen ihnen unterscheiden. Dieses Unvermogen wird deutlich bei hyperparathyreoidalen Pa- 
tienten und Paiienten mit Nierenversagen, die wesentliche endogene Konzentrationen der groBen, unvollstandigen PTH- 
Fragmente aufweisen. 

[0009] Vor kurzem fuhrten Forscher einen spezifischen Bindungstest durch, der auf die groBen N-terminalen PTH- 
Fragmente gerichtet war (Vgl. Gao, Ping et alia "Immunochemicalluminomeiric assay with two monoclonal/antibodies 
against the N-terminal/sequence of human parathyroid hormone Clinica Chimica Acta 245 (1996) 39-59). Bei diesem 
immunchemiluminometrischen Test werden zwei monoclonale Antikorper zum Nachweis von (1-34>PTH-Fragmenten 
verwendet, jedoch keine PTH-Fragmente aus der Mitte oder C-terminale PTH-Fragmente. Ein Schlusselfaktor bei der 
Konzeption dieser Tests ist, jede Reaktion mit C-terminalen PTH-Fragmenten auszuschalten. 

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG 

[0010] Die vorliegende Erfindung betrifft neue Verfahren und Vorrichtungen zur direkten Bestimmung der Anwesen- 
heit oder Menge des Cyclase- hemmenden Parathormons, das in einer klinischen Probe vorhanden ist. Derarlige Bestim- 
mungen sind nutzlich, urn parathyreoidale Erkrankungen wie Hyperparathyroidismus vom Normalzustand oder dem Zu- 
stand des Nichterkranktseins zu unterscheiden. Der Zielanalyt ist ein groBes, unvollstandiges Parathormon-Peptidfrag- 
ment, das als Cyclase fungieren kann, indem es einen Parathormon-Antagonisten aktiviert. Fur die Zwecke der vorlie- 
genden Erfindung wird das herkommlich bezeichnete PTH (das Peptid mit 84 Aminosauren), als Cyclase-aktivierendes 
PTH (CAP) bezeichnet. 

[0011] Die vorliegende Erfindung beinhaltet die Entdeckung, dass-ein groBes, unvollstandiges PTH-Peptidfragment, 
ein Peptid mit einer Aminosauresequenz zwischen (SEQ ID Nr. 4 [PTH^]) und (SEQ ED Nr. 5 [PTH^]), in vivo als 
Antagonist von CAP fungiert. Mit anderen Worten, die Bindung von CAP an die PTH-Rezeptoren und die folgende bio- 
logische Aktivitat werden durch die Anwesenheit dieses Cyclase-hemmenden PTH-Peptidfragments beeinflusst hier als 
OP bezeichnet. Die PTH-Rezeptoren konnen fur CAP oder der CAP-Analoga unzuganglich gemacht werden, indem die 
PTH-Bindungsstelle durch CIP blockiert wird. Die Beziehung zwischen den Konzentrationen von CAP und CIP variiert 
mit den mit PTH in Beziehung stehenden Krankheitszustanden und ist somit fur derartige Zustande bezeichnend Ge- 
nauso nutzhch ira Hmbhck auf die Entdeckung der antagonistischen Natur von CIP betrifft die vorliegende Erfindung 
neue Verfahren und Vorrichtungen zur Uberwachung der mit den Nebenschilddrusen in Beziehung stehenden Knochen- 
erkrankungen und des sich daraus ergebenden Knochenverlusts oder -aufbaus. Erhohte CIP-Mengen konnen die Cal- 
cium-freisetzende Aktivitat von CAP oder die biologische Nettoaktivitat hemmen, die eine gegebene Menge an CAP ha- 
ben kann. * 
[0012] Bei der direkten Messung von CIP kann man einen Antikorper oder ein Antikorperfragment verwenden der/das 
fur eine Peptidsequenz fur QP spezifisch ist, die aufgrund der einzigartigen CEP-Proteinkon formation fur die Antikor- 
perbindung verfiigbar ist; dieses gleiche Epitop ist jedoch nicht fur die Antikorperbindung bei CAP aufgrund der einzig- 
artigen CAP-Proteinkonformation in einer ausreichenden Menge verfugbar, urn das vorhandene CTP zu binden und somit 
die Messung nn Immuntest zu ermoglichen. Mit anderen Worten, die Konformationsanderungen zwischen CAP und CIP 
machen die CIP-Bindestelle auf CAP nicht verfugbar. Es wurde eine derartige Domane identifiziert, die auf gegensiitzli- 
che Weise fungiert. Die Domane von PTH 28-32 ist ein Epitop, das fur die Antikorperbindung auf CAP, jedoch nicht auf 
CIP aufgrund der einzigartigen Proteinkonformationsunterschiede zwischen CAP und CTP verfugbar ist. Ein derarliger 
Antikorper oder ein derartiges Antikorperfragment kann in herkommlichen Immuntestformaten entweder als Signal-An- 
tikorper oder als Fanger-Antikdrper verwendet werden. Derartige Antikorper konnen entweder monoclonaler oder polv- 
clonaler Natur sein. r 3 

[0013] Urn zwischen parathyreoidalen Krankheitszustanden und dem Normalzustand zu unterscheiden oder urn die 
Wirkungen der therapeutischen Behandlung fur parathyreoidale Krankheitszustande zu uberwachen. kann man die Be- 
ziehung zwischen den CAP- und CTP-Werten vergleichen. Bei Patienten mit einem herkommlichen "intakten" PTH-Wert 
von mehr als etwa 100 pg/ml sollte man den CTP-Wert bestimmen, da sich das Verhaltnis von CAP zu CTP wesentlich 
zwischen einer normalen Person und einem Patienten mit einer parathyreoidalen Erkrankung und zwischen den verschie- 
denen Stadien der parathyreoidalen Erkrankungen unterscheidet. 

KURZE BESCI IREIBUNG DER ZEICHNUNGEN 
[0014] Fig. 1 ist eine graphische DarsteUung des menschlichen CAP 
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[0015] Bei der Offenbarung der vorliegenden Erfindung sollte man sich daran erinnem, dass es zahlreiche sehr ana- 
loge, speziesabhangige Fomien von PTH gibt. Die Aminosauresequenz von hPTH wird in Fig. 1 dargestellt Jedoch fin- 
det man beispi els weise fur Ratten-PTH, Rinder-PTH oder Schweine-PTH die Substitutionen bei einigen der Aminosau- 
ren in der hPTH-Sequenz. Fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung kann man untereinander austauschbare Antikor- 60 
per oder Antikorperfragmente gegen Formen dieser PTHs verwenden, auch wenn die \ferwendung eines Antikdrpers mit 
einer Spezifitat fur PTH bevorzugt wird, das eine Sequenz besitzt, die der Spezies entspricht, in der die PTH-Messungen 
durchgefuhrt werden. 6 

Immuntests auf Cyclase- hemmendes PTH 65 

[0016] Ein erstes Verfahren zur Bestimmung von CEP in einer Probe umfasst drei Gmndschritte. Zuerst gibt man zu der 
Probe einen markierten monoclonalen oder polyclonalen Antikorper oder ein AnUkorperfragment, der/das fur eine Pep- 
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tidsequenz fur CIP spezifisch ist, die aufgrund der einzigartigen CIP-Proteinkonformation fur die Antikdrperbindung 
verfugbar ist; dieses gleiche Epiiop ist jedoch nicht fiir die Antikdrperbindung bei CAP aufgrund der einzigartigen Pro- 
teinkonformationsunterschiede zwischen CAP und CIP in einer ausreichenden Menge verfugbar, urn das vorhandene 
CIP zu binden und somit die Messung im Immuntest zu ermdglichen. Vorzugsweise umfasst diese Domane nicht die 
5 Aminosauresequenz PTH 2 6-34 (SEQ ID Nr. 1), vorzugsweise PTH 28 _ 32 (SEQ ID Nr. 2), wobei mindestens vier Amino- 
sauren in dieser Sequenz Teil des antikdrperreaktiven Abschnitts des Peptids sind. Die Bedingungen fur derartige Reak- 
tionen sind dem Fachmann gut bekannt. Zweitens lasst man den markierten Antikorper an jedes vorhandene CIP binden, 
wobei ein Komplex erzeugt wird. Drittens misst man die Menge des markierten Komplexes. 

[0017J Man kann dieses erste Verfahren durch Zugabe eines zweiten Antikorpers modifizieren, der an einen festen Tra- 
10 ger gebunden ist und spezifisch an einen Abschnitt von CIP bindet, der anders ist als der des vorstehenden Antikorpers, 
wobei ein Antikdrperkomplex erzeugt wird. Geeignete feste Trager schlieBen proteinbindende Oberflachen, kolloidale' 
Metallpartikel, Eisenoxidpartikel, Latexpartikel und Polymerkiigelchen ein. AuBerdem kann man durch die Wahl geeig- 
neter Antikorper einen Komplex erzeugen, der aus der Losung prazipiliert. 

[0018] Bei einem zweiien Verfahren zur Messung von CIP wird ein markierter Mehrfach-Antikdrperkomplex verwen- 
15 det. Ein erster Antikorper wird ahnlich wie der im ersten Verfahren in einer ausreichenden Menge verwendet, urn das 
vorhandene CIP zu binden. (Der erste Antikorper kann an einen festen Trager gebunden sein). Den ersten Antikorper 
lasst man wiederum an jedes vorhandene CIP binden, wobei ein Komplex erzeugt wird. Ein zweiter Antikorper wird zu- 
geben, an den ein markierungs- oder signalerzeugender Bestandteil gebunden ist und der spezifisch an einen Abschnitt 
von CIP bindet, der nicht die Anfangspeptidsequenz ist, die an den ersten Antikorper bindet, und man lasst ihn an den 
20 CIP-Komplex binden, wobei der Komplex markiert wird. Der zweite markierte Antikorper kann enlweder nach oder 
gleichzeitig mit dem ersten Antikorper zugegeben werden. SchlieBlich misst man den markierten Komplex. (Man sollte 
beachten, dass die Reihenfolge dieser beiden Bindungsreaktionen umgekehrt werden kann). 

[0019] Fakultativ kann man den zweiten markierten Antikorper verwenden, um entweder den Mittelabschnitt von CIP 
oder den C-terminalen Anteil des CIP-Fragments zu binden, und man kann auch mindestens einen dritten Antikorper zu- 
25 geben, der spezifisch an ein Epitop bindet, das offengeblieben ist, nachdem CTP an den ersten Antikorper und den zwei- 
ten Antikorper bindet, wobei ein Prazipitat erzeugt wird. Derartige Antikorper sind aus dem Fachgebiet bekannt. Es kann 
entweder der zweite oder der dritte Antikorper an einen festen Trager gebunden werden. 

[0020] Ein drittes Verfahren zur Bestimmung von CIP in einer Probe umfasst einen Prazipitations- oder turbidometri- 
schen Immuntest mit den folgenden drei Grundschritten. Zuerst gibt man der Probe einen Antikorper oder ein Antikdr- 

30 perfragment wie in dem ersten Verfahren in einer ausreichenden Menge zu, um das vorhandene CIP zu binden; jedoch 
kann der erste Antikorper an ein koltoidales Partikei odereine Einheit gebunden werden, das/die zum Nachweis einer Si- 
gnalanderung verwendet werden kann. Man lasst wiederum den Antikorper an jedes vorhandene CIP binden, wobei ein 
Komplex erzeugt wird. SchlieBlich misst man die Signalanderung aufgrund der Komplexbildung. 
[0021] Geeignete Markierungen oder signalerzeugende Bestandteile fiir die vorstehenden Tests schlieBen herkdmm- 

35 lich bekannte chemilumineszierende Agentien, colorimetrische Agentien, energieubertragende Agentien, Enzyme, fluo- 
reszierende Agentien und Radioisotope ein. 

[0022] Die vorliegende Erfindung schlieBt auch Kits fur die CTP-Tests ein. Ein Kit enthalt mindestens zwei Reagen- 
zien, insbesondere einen im wesentlichen reinen Antikorper oder ein im wesentlichen reines Antikdrperfragment, der/ 
das fur eine Peptidsequenz fur CIP spezifisch ist, die aufgrund der einzigartigen CIP-Proteinkonformation fur die Anti- 
40 kdrperbindung verfugbar ist, aber dieses gleiche Epitop ist nicht fur die Antikdrperbindung bei CAP aufgrund der ein- 
zigartigen Proteinkonformationsunterschiede zwischen CAP und CIP verfugbar, und einen Markierungsbestandteil, der 
CIP bindet, aber nicht das vorstehende Antikdrperepitop. Dieser Kit kann wahlweise einen Antikorper enthalten, der fur 
den C-terminalen Anteil von CIP spezifisch ist. 

[0023] Ein zweiter CTP-Testkit umfasst einen ersten im wesentlichen reinen Antikorper oder ein erstes im wesentlichen 
45 reines Antikdrperfragment, der/das fur eine Peptidsequenz fiir CTP spezifisch ist, die aufgrund der einzigartigen CTP-Pro- 
tein-Konformation fur die Antikdrperbindung verfugbar ist, wobei dieses gleiche Epitop ist jedoch nicht fiir die Antikdr- 
perbindung bei CAP aufgrund der einzigartigen Proteinkonformationsunterschiede zwischen CAP und CIP verfugbar, 
und einen zweiten Antikorper, der an CTP bindet, aber nicht an die vorstehende erste Antikdrperdomane, die an einen fe- 
sten Trager gebunden ist. Dieser Kit kann wahlweise einen Antikorper enthalten, der fur den C-terminalen Anteil von 
50 CTP spezifisch ist. 

[0024] Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein immunradiometrischer Test (IRMA), der 
oft als Sandwich-Test bezeichnet wird. Die Elemente, die in einem derartigen Test verwendet werden, schlieBen einen 
FMnger-Antikdrper, der an einen festen Trager gebunden ist, und einen Signal- Antikorper ein, an den eine radioaktive 
I-Markierung gebunden ist. Typischerweise wahlt man einen Fanger- Antikorper, der fiir Cterminale PTH-Fragmente 

55 spezifisch ist, wahrend der Antikorper mit der Markierung fur die Cff-Domane spezifisch ist. 

[0025] Man wurde Ziel-Antikdrper (monoclonal oder polyclonal) fur eine Anzahl spezifischer Regionen oder Epitope 
endang der CAP-Sequenz erzeugen. Ein Anteil jeder dieser Ziel-Antikdrper wiirde man fiir den Nachweis markieren, 
beispielsweise mit radioaktivem Jod (125-1). Eiri CTP/CAP-Gemisch wird hergestellt, umfassend 1000 pg/ml CAP bzw. 
lOOOpg/ml CTP. Ein anderer Anteil jeder dieser gleichen Andkdrper wird unter Verwendung herkommlicher, aus dem 

60 Fachgebiet bekannter Verfahren an einen festen Trager wie kleine Polystyrol-Kugelchen gebunden. Nun bildet man eine 
Reihe von Permutationskombinationen, wobei man jeden markierten Ziel-Antikdrper mit jedem Fanger-Ziel- Antikorper 
mischt. Die Kalibrierungsldsung, die CAP und CTP enthalt, wird in diesen Kombinationen fur eine Zeitspanne inkubiert, 
die ausreicht, um die Erzeugung messbarer Komplexe zuzulassen. Man misst die markierten Komplexe, die Antikorper 
enthalten, die entweder an das in der CTP/CAP-Kalibrierungsldsung vorhandene CAP oder CIP gebunden haben. Nur 

65 messbare Komplexe werden fiir die Auswahl weiter in Betracht gezogen. 

[0026] Zwei getrennte zusatzliche Kalibrierungsldsungen werden hergestellt. Es wird eine CTP-Kalibrierungsldsung 
hergestellt, enthaltend 1000 pg/ml CTP. Eine CAP-Kalibrierungsldsung wird hergestellu enthaltend lOOOpg/ml CAP. 
Man identifiziert die in Frage kommenden Antikdrperpaare aus den messbaren Komplexen, die aus den Paaren der mar- 
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kierten Ziel-Antikorper und Fanger-Ziel-Anukorper in Anwesenheit der CIP/CAP Kalibrierungslosung erzeugt werden. 
Jedes Paar wird mit der QP-Kalibrierungslosung Fur eine Zeitspanne inkubiert, die ausreicht, um die Erzeugung mess- 
barer Komplexe zuzulassen. Man misst die markierten Komplexe, die Antikorper enthalten, die an das dP in der CJP- 
Kalibrierungslosung gebunden sind. Dann wird jedes in Frage kommende Paar mil der CAP-Kalibrierungslosung fur 
eine Zeiispanne inkubiert, die ausreicht, um die Erzeugung messbarer Komplexe zuzulassen. Man misst die markierten 5 
Komplexe, die Antikorper enthalten, die an das in der CAP-Kalibrierungslosung vorhandene CAP gebunden wurden. 
Ein in Frage kommendes Paar, das CIP, aber nicht das CAP nachweist, besitzt mindestens einen der Antikorper im Paar, 
der an ein Epitop bindet, das zwischen CIP und CAP aufgrund der einzigartigen Proteinkonformationsunterschiede zwi- 
schen CAP und QP unterscheidet. 

[0027] Der Fachmann ist sich bewussl, dass in die vorliegende Erfindung jede Anzahl der bevorzugten vorslehend be- to 
schriebenen Merkmale einbezogen werden kann. 

L0028] Alle Veroffentlichungen oder unveroffentlichten Patentanmeldungen, die hier erwahnt werden, werden hier 
durch Bezugnahme einbezogen. 

[0029] Weitere Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung werden hier nicht dargestellt, die fur den Fachmann 
jetzt oder wahrend des Zeitraumes einer Patenterteilung von dieser Patentbeschreibung oficnsichtlich sind, und sie liegen 15 
somit im Sinne und Rahmen der vorliegenden Erfindung. 

SEQUENZPROTOKOLL 

<1 10> Cantor, Thomas L. 

20 

<!20> Verfahren und Vorrichtung zur direkten Bestimmung des Cyclase-hemmenden 
Parathyroid-Hormons 

25 

<160>5 



<170> Microsoft Word 2000 - ASCII-Format 



<210> I 



<21 1> 8 [Lange in ganzen Zahlen] 



<212>PRT 

<213> Menschliches Parathormon-Peptidfragment 
<400> 1 



45 



50 



Lys Lys Leu Gin Asp Val His Asn Phe 
1 5 

60 

<210>2 

65 

<21 1> 5 [Lange in ganzen Zahlen] 



5 
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<212> PRT 

5 <213> Menschliches Parathormon-Pepudfragment 



10 



15 



20 



<400> 2 

Leu Gin Asp Val Kis 
1 5 



<210> 3 



25 <2U> 84 [Lange in ganzen Zahlen) 



<212> PRT 



<21 3> Menschliches Parathormon-Peptidlragment 
<-400>3 

Ser Val Ser Glu IleGln Leu Met His Asn Leu Gly.Lys His Leu 
1 5 10 15 

Asn Ser Met Glu Arg Vai Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gin Asp 
20 25 30 

Val His Asn Phe VaJ Ala Leu Gly Ala Pro Leu AJa Pro Arg Asp 

35 40 . 45 

AJa Gly Ser Gin Arg Pro Arg Lys Lys Glu Asp Asn Val Leu Val 



60 



65 
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50 55 60 

Glu Ser His Glu Lys Ser Leu Gly Giu Ala Asn Lys Ala Asp Val 
65 70 75 

Asn Val Leu Thyr Lys AJa Lys Ser Gin 
80 



<2IO>4 

<21 1> 83 [Lange in ganzen Zahlen] 
<212> PRT 

<2 1 3> Menschliches Parathormon-Peptidtragment 
<400> 4 

Val Ser Glu lie Gto Leu Met His Asn Leu Gly Lys His Leu Asn 
1 5 10 - .15 

Ser Met Glu Arg VaJ Glu Trp Leu Arg Lys Lys Leu Gin Asp Val 
20 25 30 

His Asn Phe Val Ala Leu Gly AJa Pro Leu AJa Pro Arg Asp Ala 
35 40 45 

Gly Ser Gin Arg Pro Arg Lys Lys Glu Asp Asn Val Leu Val Glu 
50 55 60 
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Ser His Glu Lys Ser Leu Gly Glu Ala Asn Lys Ala Asp Val Asn 
65 70 75 



Val Leu Thyr Lys AJa Lys Ser Gin 
80 

<M0> 5 

<2 1 1 > 5 1 [Lange in ganzen Zahlen] , 
<212> PRT 

<213> Menschliches Parathormon-Peptidfraiiment 
<400> 5 

Phe Va] Ala Leu Gly AJa Pro Leu Ala Pro Arg Asp Ala Gly Ser 
15 10 15 

Gin Arg Pro Arg Lys Lys Glu Asp Asn Val Leu Val Glu Ser His 
20 25 30 

Glu Lys Ser Leu Gly Glu Ala Asn Lys Ala Asp Val Asn Val Leu 
35 40 45 

Thyr Lys Ala Lys Ser Gin 
50 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Bestimmung des Cyclase-inhibierenden Parathormons (CIP) in einer Probe, umfassend: 

a) Zugeben eines markierten Anlikorpers oder Antikorperfragments zu der Probe, der/das spezifisch ist fur 
eine Peptidsequenz fiir OP, die ein Epitop prasentiert, das fur Antikorperbindung in CIP verfugbar ist, aber 
nicht an die gleiche Peptidsequenz im Cyclase-aktivierenden Parathormon bindet, in einer ausreichenden 
Menge, urn das anwesende CIP zu binden; 

b) Ermoglichen der Bindung des markierten Antikorpers an jedes anwesende CIP, wobei ein Komplex erzeugt 
wird; und 

c) Messen der Merige an markiertem Komplex. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei der markierte CFP-Antikorper oder das Antikorperfragment ein monoclonaler 
Antikorper oder ein polyclonaler Antikorper ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei ein zweiler Antikorper zugegeben wird, der an einen festen TVager gebunden 
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ist und spezifisch an einen Abschniti von UP bindet, der anders ist, als der des markierten Antikorpers, wobei ein 
Komplex erzeugt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, wobei der feste Trager ausgewahh ist aus einer Protein-bindenden Oberflache, kol- 
loidalen Metallpartikeln, Eisenoxidpartikeln, Latexpartikeln und Poiymerkiigelchen. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, wobei der Komplex aus der Losung prazipitiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die Markierung oder die Signalerzeugende Komponente ausgewahlt ist aus 
Chemilumineszenz-Mitteln, kolorimetrischen Mitteln, Energietransfer-Mitteln, Enzymen, fluoreszierenden Mitteln 
und Radioisotopen. 

• 7. Verfahren zur Messung der Menge an Cyclase-inhibitierendem Parathormon (CIP)-Fragment in einer Probe, um- 
fassend: 

a) Zugeben eines ersten Antikorpers oder Antikorperfragments zu der Probe, der/das spezifisch ist fur eine 
Peptidsequenz fur QP, die ein Epitop prasentiert, das verfugbar fur Antikorperbindung in CIP ist, aber nicht an 
die gleiche Peptidsequenz im Cyclase-aktivierenden Parathormon bindet, in einer ausreichenden Menge, um 
das anwesende OTP zu binden; 

b) Ermoglichen der Bindung des ersten Antikorpers an jedes anwesende CIP, wobei ein Komplex erzeugt 
wird; 

c) Markieren des Komplexes mit Hilfe der Zugabe eines zweiten Antikorpers, der eine Markierung oder Si- 
gnalerzeugende Komponente daran angelagert hat und der spezifisch an einen Abschnitt von OP bindet, der 
anders ist als die ursprungliche Peptidsequenz, die an den ersten Antikorper bindet, und Ermoglichen der Bin- 
dung des zweiten Antikorpers an den Komplex; und 

d) Messen der Menge an markiertem Komplex. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei der zweite markierte Antikorper nach oder gleichzeitig mit dem ersten Anti- 
korper zugegeben wird. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, wobei der erste Antikorper an einen festen Trager gebunden ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, wobei der zweite markierte Antikorper entweder an den Mittelabschnitt von QP 
oder den C-Terminus von CIP bindet und das Verfahren weiterhin das Zugeben zumindest eines dritten Antikorpers 
umfasst, der spezifisch an ein Epitop bindet, das frei geblieben ist, nachdem CIP an den ersten Antikorper und den 
zweiten Antikorper bindet, wobei ein Prazipitat erzeugt wird. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 10, wobei der C-terminale OP- Antikorper an einen festen Trager gebunden ist. 

12. Verfahren zum Messen des Cyclase-inhibierenden Parathormons (CIP) mit Hilfe eines prazipiuerenden oder 
lurbidometrischen Immuntests, umfassend: 

a) Zugeben eines ersten Antikorpers oder Antikorperfragments zu der Probe, der/das spezifisch ist fur eine 
Peptidsequenz fur CIP, die ein Epitop prasentiert, das fur Antikorperbindung in CIP verfugbar ist, aber nicht an 
die gleiche Peptidsequenz im Cyclase-aktivierenden Parathormon bindet, in einer ausreichenden Menge, um 
das anwesende CIP zu binden, wobei der Antikorper an ein kolloidales Partikel oder Teil gebunden ist, das'ver- 
wendel werden kann, um eine Signalanderung nachzuweisen; 

b) Ermoglichen der Bindung des Antikorpers an jedes anwesende CIP, wobei ein Komplex erzeugt wird; und 

c) Messen der Signalanderung, die durch die Erzeugung des Komplexes verursacht wird. 

13. Im wesentlichen reine Antikorper- oder Antikorperfragment-Probe, markierter Antikorper oder Antikorper- 
fragment, spezifisch fur eine Peptidsequenz fur Cyclase-inhibierendes Parathormon, die ein Epitop prasentiert, das 
fur Antikorperbindung in CIP verfugbar ist, aber nicht an die gleiche Peptidsequenz im Cyclase-aktivierenden Pa- 
rathormon bindet. 

14. Antikorper nach Anspruch 13, wobei der Antikorper ein monoclonaler oder ein polyclonaler Antikorper ist. 

15. Kit, das Reagentien zum Durchfuhren eines Tests fur Cyclase-inhibierendes Parathormon (CIP) enthalt, umfas- 
send: 

a) einen im wesentlichen reinen Antikorper oder Antikorperfragment, spezifisch fur eine Peptidsequenz fiir 
CIP, die ein Epitop prasentiert, das fur Antikorperbindung in CIP verfugbar ist, aber nicht spezifisch ist fur die 
gleiche Peptidsequenz im Cyclase-aktivierenden Parathormon; und 

b) eine Markierungskomponente, die an CIP bindet, nicht aber an das CIP-Antikorper-Epitop, das von dem er- 
sten Antikorper gebunden wird. 

16. Kit nach Anspruch 15, weiterhin umfassend einen Antikorper, der spezifisch fur den C-terminalen Abschnitt 
von CIP ist. 

17. Kit, das Reagentien zum Durchfuhren eines Tests fur Cyclase-inhibierendes Parathormon (CIP) enthalt, umfas- 
send: 

a) einen ersten, im wesentlichen reinen Antikorper oder Antikorperfragment, spezifisch fur eine Peptidse- 
quenz fur CIP, die ein Epitop prasentiert, das fur Antikorperbindung in CIP verfugbar ist, aber nicht an die glei- 
che Peptidsequenz im Cyclase-aktivierenden Parathormon bindet; und 

b) einen zweiten Antikorper, der an CIP bindet, nicht aber an das erste CIP-Antikorper-Epitop, das an einen 
festen Trager gebunden ist. 

1 8. Kit nach Anspruch 1 7, weiterhin umfassend einen Antikorper, der fur den C-terminalen Abschnitt von CIP spe- 
zifisch ist. 
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